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Verfahren zur Untersuchung von Cytosin-Methylierungen in 
DNA mit Hilfe von DNA-Reparaturenzymen 

Hintergrund der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum 
Nachweis von 5 -Methyl cytosin in DNA. 5-Methylcytosin ist 
die haufigste kovalent modif izierte Base in der DNA euka- 
ryontischer Zellen. Sie spielt eine wichtige biologische 
Rolle, u.a. bei der Transkriptionsregulation, beim gene- 
tischen Imprinting und in der Tumorgenese (zur Ubersicht: 
Millar et al . : Five not four: History and significance of 
the fifth base. In: The Epigenome, S. Beck and A. Olek 
(eds.), Wiley-VCH Verlag Weinheim 2003, S. 3-20). Die I- 
dentif izierung von 5-Methylcytosin als Bestandteil gene- 
tischer Information ist daher von erheblichen Interesse. 
Ein Nachweis der Methylierung ist allerdings schwierig, 
da Cytosin und 5-Methylcytosin das gleiche Basenpaarungs- 
verhalten aufweisen. Viele der herkommlichen, auf Hybri- 
disierung beruhenden Nachweisverf ahren vermogen daher 
nicht zwischen Cytosin und Methylcytosin zu unterschei- 
den. Zudem geht die Methyl i e rungs informat ion bei einer 
PCR-Amplif ikation vollstandig verloren. 

Die herkommlichen Methoden zur Methyl ierungsanalyse ar- 
beiten im wesentlichen nach zwei unterschiedlichen Prin- 
zipien. Zum einen werden methyl ierungsspezif ische Re- 
strikt ions enzyme benutzt, zum anderen erfolgt eine selek- 
tive chemische Umwandlung von nicht -methylierten Cytosi- 
nen in Uracil (sog. : Bisulf it-Behandlung, siehe etwa: DE 
101 54 317 Al; DE 100 29 915 Al) . Die enzymatisch oder 
chemisch vorbehandelte DNA wird dann meist amplifiziert 
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und kann auf unterschiedliche Weise analysiert werden 
(zur Ubersicht: WO 02/072880 S. 1 ff ) . Von gro&em Inte- 
resse sind dabei Verfahren, die in der Lage sind, Methy- 
lierung sensitiv und quantitativ zu detektieren. Dies 
5 gilt aufgrund der wichtigen Rolle der Cytosin- 
Methylierung in der Krebsentstehung insbesondere in Hin- 
blick auf diagnostische Anwendungen. Von besonderer Be- 
deutung sind dabei Methoden, die es erlauben, abweichende 
Methyl ierungsmuster in Korperf lussigkeiten, etwa in Se- 

10 rum, nachzuweisen. Denn anders als die instabile RNA ist 
DNA oft in Korperf lussigkeiten anzutreffen. Bei destruk- 
tiven pathologischen Prozessen wie Krebserkrankungen ist 
die DNA-Konzentration im Blut sogar erhoht . Eine Krebs- 
diagnostik uber eine Methyl ierungsanalyse von in Korper- 

15 f lussigkeiten befindlicher Tumor -DNA ist also moglich und 
schon mehrfach beschrieben (siehe etwa: Palmisano et al . : 
Predicting lung cancer by detecting aberrant promoter me- 
thylation in sputum. Cancer Res. 2000 Nov 1 ; 60 (21) : 5954- 
8) . Ein besonderes Problem besteht jedoch darin, dass 

20 sich in den Korperf lussigkeiten neben der DNA mit dem 
krankheitstypischen Methyl ierungsmuster eine gro&e Menge 
an DNA der gleichen Sequenz aber eines anderen Methyl ie- 
rungsmusters bef indet . Die Diagnoseverf ahren mussen daher 
in der Lage sein, geringe Mengen besonders methylierter 

25 DNA vor einem starken Hintergrund an DNA derselben Se- 
quenz aber eines anderen Methyl ierungsmusters (im folgen- 
den: Hintergrund -DNA) nachzuweisen. 

Die herkommlichen Verfahren zur Methyl ierungsanalyse 16- 
30 sen dieses Problem nur eingeschrankt . Ublicherweise wird 
die chemisch vorbehandelte DNA mittels eines PCR- 
Verfahrens amplif iziert . Uber die Verwendung methylie- 
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rungsspezif ischer Primer oder Blocker soil dann eine se- 
lektive Amplif ikation nur der methylierten (bzw. bei um- 
gekehrten Ansatz: unmethylierten) DNA gewahrleistet wer- 
den. Der Einsatz methyl ierungsspezif ischer Primer ist als 
5 sog. „ methyl ierungs sensitive PCR" bekannt ( W MSP W ; Herman 
et al.: Methylation-specif ic PCR: a novel PCR assay for 
methylation status of CpG islands. Proc Natl Acad Sci U S 
A. 1996 Sep 3 ; 93 (18) : 9821-6) . Ein vergleichbar sensitives 
Verfahren ist die sogenannte „Heavy Methyl Me t hode . Da- 

10 bei wird eine spezifische Amplif izierung nur der ur- 
sprunglich methylierten (bzw. unmethylierten) DNA durch 
Einsatz von methyl ierungsspez if ischen Blocker-Oligomeren 
erreicht (zur Ubersicht : WO 02/072880) . Sowohl MSP wie 
Heavy Methyl sind als quant if izierbare Real -Time - 

15 Varianten anwendbar. Diese ermoglichen es, den Methylie- 
rungs status weniger Posit ionen direkt im Verlauf der PCR 
nachzuweisen, ohne dass eine nachfolgende Analyse der 
Produkte erforderlich ware („MethyLight * - WO00/70090; US 
6,331,393). Eine Ausf uhrungsf orm ist dabei das „Taqman w - 

2 0 Verfahren. Dieses verwendet Sondenmolekule, die ein Fluo- 
reszenzf arbstof f - Quencher- Paar tragen. Die Sonden hybri- 
disieren sequenzspezif isch an die Amplifikate und werden 
im Zuge des nachsten Amplif ikationszyklus durch die Exo- 
nuklease-Aktivitat der Polymerase abgebaut . Durch die 

25 Trennung von Quencher und Farbstoff entsteht ein detek- 
tierbares Fluoreszenz- Signal (siehe etwa Eads et al. : Me- 
thyLight: a high- throughput assay to measure DNA methyla- 
tion. Nucleic Acids Res. 2000 Apr 15 ; 28 (8) : E32 ) . Eine 
weitere MethyLight- Ausf uhrungsf orm ist das sog. Lightcyc- 

30 ler-Verf ahren. Dabei werden zwei unterschiedliche Sonden 
eingesetzt, die in unmittelbarer Nahe zueinander an das 
Amplifikat hybridisieren, und die dann \iber Fluoreszenz- 
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Resonanz-Energie-Transfer (FRET) ein detektierbares Sig- 
nal erzeugen. 

Die Anwendbarkeit dieser Verfahren fur einen sensitiven 
5 und spezifischen Nachweis methylierter DNA vor einem gro- 
JSen Hintergrund an unmethylierter DNA ist allerdings be- 
schrankt. So besteht die Gefahr, dass es iiber eine unspe- 
zifische Amplif ikation von Hintergrund-DNA zu falsch- 
positiven Ergebnissen kommt . Urn die Spezifitat der Ampli- 
10 fikation zu erhdhen ist es daher notwendig, Primer- oder 
Blockersequenzen zu verwenden, in den mehrere methylie- 
rungsspezif ische Positionen enthalten sind. Diese Se- 
quenzanf orderungen schranken die Anwendbarkeit des Ver- 
fahrens wiederum ein. 

15 

Aufgrund der besonderen biologischen und medizinischen 
Bedeutung der Cyto sin- Methyl ierung und aufgrund der oben 
erwahnten Nachteile des Standes der Technik besteht ein 
grofies technisches Bedurfnis an der Entwicklung leis- 
2 0 tungsf ahiger Methoden zur Methyl ierungsanalyse . Im f ol- 
genden ist ein solches Verfahren beschrieben. 

Erf indungsgemafi wird die zu untersuchende DNA zunachst 
chemisch vorbehandelt , danach mit Oligonukleotidscnden 

25 hybridisiert und anschliefiend mit DNA-Reparaturenzymen 
umgesetzt. Eine Ausfiihrungsf orm der Erfindung erlaubt so 
einen spezifischen Abbau der Hintergrund-DNA. Damit wird 
eine selektive Amplif ikation allein derjenigen DNA, deren 
Methylierungsstatus nachgewiesen werden soil, erleich- 

30 tert . Eine sehr sensitive und sehr spezif ische Methylie- 
rungsanalyse ist moglich. Der Anwendungsbereich des er- 
findung sgemaSen Verfahrens ist dabei breiter als der der 
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bereits bekannten Methodik (s.o.). Denn methyl ierungsspe- 
zifische Primer- oder Blockersequenzen sind nicht in 
gleichem Mafie erf orderlich. 

5 Eine andere Ausf uhrungsf orm des erf indungsgema&en Verfah- 
rens benutzt die Hybridisierung und den Einsatz der DNA- 
Reparaturenzyme nicht zum Abbau der Hintergrund-DNA, son- 
dern direkt zum Nachweis des Methyl ierungs status . Ein 
ahnliches Verfahren zur Mutationsanalyse ist unter dem 

10 Namen „Midas" beschrieben (Bazar et al : Mutation identi- 
fication DNA analysis system (MIDAS) for detection of 
known mutations. Electrophoresis. 1999 Jun; 20 (6 ) : 1141-8 ; 
US-Patent 5,656,430). Dabei wird ein Oligonukleotid an 
die zu untersuchende DNA hybridisiert . An der nachzuwei- 

15 senden Mutation bildet sich eine Basenf ehlpaarung, die 
anschlieSend durch ein Mismatch Repair Enzym erkannt 
wird. Die Sonde wird an dieser Stelle geschnitten, und 
die Fragmente konnen uber unterschiedliche Methoden nach- 
gewiesen werden. Wird ein Uberschuss an Sonden verwendet, 

20 so kann der Prozess wiederholt ablaufen. Ein weiteres 
ahnliches Verfahren zur Mutationsanalyse ist von Zhang et 
al . beschrieben (An amplification and ligation-based me- 
thod to scan for unknown mutations in DNA. Hum Mutat . 
2002 Aug; 20 (2) : 139-47 J . Dabei wird die zu untersuchende 

25 DNA zunachst mittels einer PCR amplif iziert . AnschlieEend 
erfolgt eine Crosshybridisierung der Amplifikate unter 
Bildung von Basenf ehlpaarungen. Danach werden durch Um- 
satz mit Reparaturenzymen Einzelstrangbruche eingef uhrt . 
Schliefelich werden an die geschnittene DNA spezifisch 

3 0 Primer ligiert, mit deren Hilfe die Mutation spezifisch 
nachgewiesen werden kann. 
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Die Anwendung dieser beiden Verfahren auf die Methylie- 
rungsanalyse wird im folgenden zum ersten Mai beschrie- 
ben. Aufgrund der besonderen biologischen und medizini- 
schen Bedeutung der Cytoainmethylierung und aufgrund der 
5 Nachteile der bekannten Verfahren stellt das Eroffnen 
dieser vorteilhaf ten, neuen Technologie einen wichtigen 
technischen Fortschritt dar. 

Beschreibung 

10 Das erf indungsgemafie Verfahren verwendet DNA-Reparatur- 
enzyme zur Analyse von Cytosinmethylierungen. Die Erf in- 
dung beruht dabei auf folgendem Prinzip: Zunachst wird 
die zu untersuchende DNA so umgewandelt, dass sich ur- 
sprunglich methylierte und unmethylierte DNA in ihrer Ba- 

15 sensequenz unterscheiden. AnschlieSend wird die zu unter- 
suchende DNA mit Oligonukleotiden hybridisiert . Dabei 
bilden sich je nach Methyl ierungs status der DNA entweder 
Hybride mit Fehlpaarungen oder Hybride ohne Fehlpaarun- 
gen. In einer anderen Ausfuhrungsf orm bilden sich je nach 

2 0 Methylierungsstatus der DNA entweder Hybride mit Fehlpaa- 

rungen oder keine Hybride. Die f ehlgepaarten Hybride wer- 
den von den DNA-Reparaturenzymen erkannt und geschnitten. 
AnschlieSend kann auf unterschiedliche Weise der Methy- 
1 ierungs zust and der DNA bestimmt werden. 

25 

Demnach handelt es sich bei dem erf indungsgemafie Verfah- 
ren urn ein Verfahren zur Analyse von Cytosin- 
Methylierungen, das dadurch gekennzeichnet ist, dass 

a) die zu untersuchende DNA chemisch oder enzymatisch 

3 0 so umgesetzt wird, dass 5-Methylcytosin unverandert 

bleibt, wahrend unmethyliertes Cytosin in Uracil 
oder in eine andere Base umgewandelt wird, die sich 
im Basenpaarungsverhalten von Cytosin unterschei- 
det, 
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b) die utngewandelte DNA mit Oligonukleotiden hybridi- 
siert wird, wobei die DNA des einen Methylie- 
rungsstatus Hybride mit Basenf ehlpaarungen bildet, 
wahrend die DNA des anderen Methyl ierungs status 

5 Hybride ohne Basenf ehlpaarungen oder keine Hybride 

bildet, 

c) ein Strang der f ehlgepaarten Hybride enzymatisch 
geschnitten wird, 

d) die ungeschnittene DNA oder die geschnittenen Frag- 
10 mente nachgewiesen werden, 

e) aus dem Signal auf den Methyl ierungs status der un- 
tersuchten DNA geschlossen wird. 

Das erf indungsgemafie Verfahren ist in zwei prinzipiell 
15 unterschiedlichen Ausfuhrungsf ormen durchf uhrbar . In der 
ersten Variante werden genau an den Positionen, deren Me- 
thylierungsstatus untersucht werden soil, Basenf ehlpaa- 
rungen gebildet. Demnach bilden sich bei der Hybridisie- 
rung entweder Hybride mit oder ohne Basenf ehlpaarungen . 
20 In der zwei ten Variante werden die Basenf ehlpaarungen au- 
Serhalb der zu untersuchenden Positionen gebildet . Je 
nach Methyl ierungs status der DNA bilden sich dann Hybride 
mit Basenf ehlpaarungen oder keine Hybride . 

25 Die erste Ausfuhrungsf orm ist also dadurch gekennzeich- 
net, dass oben in Schritt b) die DNA des eines Methylie- 
rungs status Hybride mit Basenf ehlpaarungen bildet, wah- 
rend die DNA des anderen Methyl ierungsstatus Hybride ohne 
Basenf ehlpaarungen bildet. 

30 

Im ersten Schritt dieser Ausfuhrungsf orm wird die zu un- 
tersuchende DNA mit einer Chemikalie oder mit einem Enzym 
so umgesetzt, dass 5-Methylcytosin unverandert bleibt, 
wahrend unmethyliertes Cytosin in Uracil oder in eine an- 
35 dere Base umgewandelt wird, die sich im Basenpaarungsver- 
halten von Cytosin unterscheidet . Dabei kann die zu un- 
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tersuchende DNA je nach diagnostischer oder wissenschaf t- 
licher Fragestellung aus unterschiedlichen Quellen stain- 
men. Fur diagnostische Fragestellungen dienen als Aus- 
gangsmaterial bevorzugt Gewebeproben , aber auch Korper- 
5 f lussigkeiten, insbesondere Serum. Mdglich ist auch, die 
DNA aus Sputum, Stuhl, Urin oder Gehirn-Ruckenmarks- 
Flussigkeit zu verwenden. Vorzugsweise wird die DNA zu- 
nachst aus der biologischen Probe isoliert. Die DNA- 
Extraktion erfolgt nach Standardmethoden, aus Blut etwa 

10 unter Verwendung des Qiagen UltraSens DNA Extraktions- 
Kits. Die isolierte DNA kann darm z.B. durch Umsatz mit 
Restriktionsenzymen fragmentiert werden. Die Reaktionsbe- 
dingungen und die in Frage kommenden Enzyme sind dem 
Fachmann bekannt und ergeben sich etwa aus den von den 

15 Herstellern mitgelief erten Protokollen. AnschlieSend wird 
die DNA chemisch oder enzymatisch umgewandelt. Bevorzugt 
erfolgt einen chemische Umsetzung mittels Bisulfit. Die 
Bisulf itumwandlung ist dem Fachmann in unterschiedlichen 
Variationen bekannt (siehe etwa: Frommer et al . : A geno- 

2 0 mic sequencing protocol that yields a positive display of 
5-methylcytosine residues in individual DNA strands. Proc 
Natl Acad Sci USA. 1992 Mar 1;89 (5) : 1827-31; Olek, A 
modified and improved method for bisulphite based cyto- 
sine methylation analysis. Nucleic Acids Res. 1996 Dec 

25 15;24 (24) : 5064-6 . ; DE 100 29 915; DE 100 29 915). Beson- 

ders bevorzugt erfolgt die Bisulf itumwandlung in Gegen- 
wart von denaturierenden Losemitteln, etwa Dioxan, und 
eines Radikalf angers (vgl . : DE 100 29 915). In einer an- 
deren bevorzugten Ausfuhrungsf orm wird die DNA nicht che- 

30 misch, sondern enzymatisch umgewandelt. Dies ist etwa 
durch Einsatz von Cytidin-Deaminasen denkbar, die un- 
methylierte Cyi^ine schneller umsetzen als methylierte 
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Cytidine. Ein entsprechendes Enzym ist kurzlich identifi- 
ziert worden (Bransteitter et al . : Activation- induced cy- 
tidine deaminase deaminates deoxycytidine on single- 
stranded DNA but requires the action of RNase. Proc Natl 
Acad Sci USA. 2003 Apr 1/100(7) :4102-7) . 

Durch die chemische oder enzymatische Vorbehandlung wer- 
den methylierte und unmethylierte DNA in unterschiedliche 
DNA-Sequenzen uberf uhrt . Dabei unterscheiden sich die Se- 
quenzen nur an denjenigen Positionen, an den vorher ein 
unterschiedlicher Methylierungsstatus vorlag. Nach einer 
Bisulfitbehandlung liegt an einer ursprvinglich methylier- 
ten Cytosinposition ein Cytosin vor, wahrend an einer ur- 
sprunglich unmethylierten cytosinposition ein Uracil auff- 
tritt. Ira ubrigen sind beide DNA-Sequenzen identisch. 
Dieses macht sich erf indungsgemafi zunutze, indem man 
nachfolgend an die umgewandelte DNA Oligonukleotide 
hybridisiert. Dabei sind die Oligonukleotide vollstandig 
komplementar nur zu einer der umgewandelten Sequenzen. 
Die andere Sequenz bildet mit den oligonukleotiden an den 
unterschiedlich methylierten Positionen Basenf ehlpaarun- 
gen . 

im zweiten Schritt des erf indungsgemaSe Verfahren wird 
demnach die umgewandelte DNA mit Oligonukleotiden hybri- 
disiert, wobei je nach Methylierungsstatus der DNA Hybri- 
de mit oder ohne Basenf ehlpaarungen gebildet werden. 

Bei bisulfitbehandelter DNA kommt dabei nur eine begrenz- 
te Art an Basenf ehlpaarungen in Betracht. So enthalt die 
ursprunglich unmethylierter DNA ein Uracil an der Stelle, 
an der sich im methylierten Strang ein Cytosin befindet. 
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Dementsprechend kann es je nach der Sequenz des einge- 
setzten Oligonukleotids zu U<->G Oder zu C<->A Fehlpaa- 
rungen kommen . Wird die zu untersuchende DNA nach der Bi- 
sulf itbe hand lung zunachst amplif iziert , so konnen weitere 
5 Fehlpaarungen ausgenutzt werden. Werden im Zuge der 
Amplif ikation statt Uracil- Thyminnukleosidtriphoshate 
angeboten, so steht anschliefiend auch eine T<->G- 
Fehlpaarung zur Verfugung. Zudem konnen nach einer Ampli- 
f ikation auch. erstmals die komplementaren Strange unter- 
10 sucht werden (durch die Bisulf itumwandlung entstehen zu- 
nachst nur zwei DNA-Strange, die nicht mehr miteinander 
komplementar sind) . Moglich ist es daher auch, A<->C oder 
G<->T Fehlpaarungen auszunutzen. Es liegt nahe, dass es 
zu weiteren Fehlpaarungen kommen kann, wenn die Oligo- 
15 nukleotide andere als die herkommlichen DNA- Ba sen enthal- 
ten. Tragt die Sonde etwa Uracil statt Thymin, so konnen 
tret en auch G<- >U- Fehlpaarungen auftreten. Entsprechende 
Ausfuhrungsf ormen sind von dieser Anmeldung eingeschlos- 
sen. 

20 

Welche der oben genannten Fehlpaarungen erf indungsgemafi 
zum Methylierungsnachweis verwendet werden, hangt von der 
zu untersuchenden Fragestellung, vom dem weiteren experi- 
mentellen Vorgehen und von den eingesetzen Enzymen ab. 
25 Gleiches gilt fur die Frage, ob die eingesetzten Oligo- 
nukleotide die f ehlgepaarten Hybride mit der nachzuwei- 
senden DNA oder mit der Hintergrund-DNA bilden. Das er- 
f indungsgemaSe Verfahren ist hier in unterschiedlichen 
Variationen ausfiihrbar. 

30 

In einer Ausfuhrungsf orm der Erfindung bildet diejenige 
DNA f ehlgepaarte Hybride, deren Methylierungsstatus (me- 
thyliert bzw. unmethyliert) nachgewiesen werden soil. In 
den folgenden Schritten wird die Oligonukleotid- 
35 Komponente dieser Hybride dann enzymatisch geschnitten. 
Die Oligonukleotid Fragment e werden von der DNA getrennt 
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und anschliefiend detektiert. Aus dem Signal lasst sich 
auf den Methyl ierungs status der DNA schlieSen. Durch ei- 
nen Uberschuss an Oligonukleotiden lasst sich der Prozess 
wiederholen. Das Signal kann so amplif iziert werden (Mi- 
5 das-Verf ahren, siehe ausfuhrlich unten) . 



In einer anderen Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemafien 
Verfahrens bildet die Hint ergrund- DNA fehlgepaarte Hybri- 
de . Die DNA, der en Methyl ierungs status nachgewiesen wer- 
10 den soli, bilden dagegen Hybride ohne Fehlpaarung . An- 
schlieSend wird mit Hilfe eines Enzyms spezifisch die 
Hintergrund DNA geschnitten (anders dagegen das oben be- 
schriebene Verf ahren; dort wird die Oligonukleotidkompo- 
nente der f ehlgepaarten Hybride geschnitten) . SchlieSlich 
15 erfolgt ein Nachweis der nicht geschnittenen DNA. Welche 
Basenf ehlpaarungen ausgenutzt werden, hangt auch in die- 
ser Ausf uhrungsf orm von der Spezifitat der im nachsten 
Schritt verwendeten Enzyme ab (s.u.) . 

20 In dem dritten Schritt des erf indungsgemafien Verfahrens 
wird ein Strang der f ehlgepaarten Hybride enzymatisch ge- 
schnitten. Je nach Ausf uhrungsf orm handelte es sich dabei 
urn die Oligonuklotid- oder die DNA- Komponente (s.o.). Die 
eingesetzten Enzyme mussen in der Lage sein, die oben be- 

25 schriebenen Fehlpaarungen zu erkennen und die Hybride an 
\ diesen Stellen zu schneiden. Hierfiir eignen sich insbe- 

sondere DNA-Reparaturenzyme . Dabei handelt es sich zu- 
meist urn DNA-Glykosylasen, die die glykosidische Bindung 
zwischen der Base und dem Zucker-Phosphatriickgrat spal- 

3 0 ten. Oft besitzen die DNA-Glykosylasen gleichzeitig eine 
Apurin/Apyrimdin (AP) - Lyase -Aktivi tat , die zu einer Spal- 
tung des Riickgrats fuhrt (zur Ubersicht: Memisoglu and 
Samson: Base excision repair in yeast and mammals. Mutat 
Res. 2000 Jun 30 ; 451 (1-2) : 39-51) . Fur das erf indungsgema- 

3 5 fie Verf ahren eignet sich insbesondere das TDG- Protein. 
Hierbei handelt es sich um eine Thymin-DNA-Glykosylase, 
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die T<->G-Fehlpaarungen erkennt und nur den Strang mit 
dem T spaltet. Auch thermostabile Varianten des TDG- 
Protein sind bekannt (Horst and Fritz: Counteracting the 
mutagenic effect of hydrolytic deamination of DNA 5- 
methylcytosine residues at high temperature: DNA mismatch 
N-glycosylase Mig. Myth of the thermophilic archaeon 
Methanobacterium thermoautotrophicum EMBO J. 1996 Oct 
1 ; 15 (19) : 5459-69) . Fur das erf indungsgemaJSe Verfahren ist 
weiterhin besonders geeignet die MutY DNA-Glykosylase . 
Dieses Enzym erkennt spezifisch A<- >G-Fehlpaarungen und 
spaltet nur den A-Strang (vgl.: Lu and Hsu: Detection of 
single DNA base mutations with mismatch repair enzymes. 
Genomics. 1992 Oct ; 14 (2 ): 249-55) . Ein weiteres besonders 
geeignete Enzym ist das Mug-Protein. Dieses erkennt spe- 
zifisch U<->G-Fehlpaarungen (vgl.: Lutsenko and Bhagwat: 
The role of the Escherichia coli mug protein in the rem- 
oval of uracil and 3 , N (4) -ethenocytosine from DNA. J Biol 
Chem. 1999 Oct 22 ; 274 (43 ): 31034-8) . Alle drei genannten 
Enzyme sind kommerziell erhaltlich (Trevigen Inc., 8405 
Helgerman Court, Gaithersburg, MD 20877 USA; 
www.trevigen.com) . Zum Stand der Technik gehoren eine 
Vielzahl weiterer Reparaturenzyme (siehe etwa : Wood et 
al.: Human DNA repair genes. Science. 2001 Feb 
16;291 (5507) :1284-9; US 5,656,430). Dem Fachmann ist be- 
kannt, dass Reparaturenzyme, die nicht in der Lage sind, 
das Zucker-Phosphat-Ruckgrat zu spalten, auch in Kombina- 
tion mit Lyasen oder Endonukleasen eingesetzt werden kon- 
nen (vgl.: Bazar et al a.a.o 1999; US 5,656,430, Spalte 5 
Z 23 ff ) . Es ist ebenfalls bekannt, dass AP-Positionen 
auch physikalisch oder durch Umsatz mit Chemikalien, etwa 
mit NaOH gespalten werden konnen (vgl . : Horst and Fritz 
a.a.o., 1996). Wird die enzymatisch behandelte DNA spater 
amplif iziert, so ist es zudem denkbar, die AP-Positionen 
ohne weitere Behandlung einzusetzen. Denn es ist zu er- 
warten, dass eine Amplif ikation der abasischen DNA nur 
eingeschrankt erf olgt . Zudem schliefit das erf indungsgema- 
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£e Verfahren Ausf uhrungsf ormen mit ein, in denen beide 
Strange des f ehlgepaarten Hybrids geschnitten werden. 

Im vierten Schritt des erf indungsgemaSen Verfahrens wer- 
5 den die ungeschnittene DNA oder die geschnittenen Frag- 
mente nachgewiesen. Je nach vorherigem experimentellen 
Aufbau sind hier unterschiedliche Auf uhrungsf ormen mog- 
lich. In der Midas -Variante des erf indungsgemafeen Verfah- 
rens erfolgt ein Nachweis der geschnittenen Oligonukleo- 
10 tidf ragmente . Dem Fachmann sind hier eine Vielzahl von 
technischen Detektionsmoglichkeiten gelaufig, etwa uber 
Gel- oder Kapillarelektrophore oder uber Fluoroszenz- 
Resonanz-Energie-Transf er (FRET, vgl.:US 5,656,430). 

15 In Ausf uhrungsf ormen, in denen die Repar a tur enzyme einge- 
setzt werden, um die Hint ergrund- DNA zu entfernen, kann 
die ungeschnittenen DNA anhand der gangigen molekularbio- 
logischen Verfahren analysiert werden, etwa uber Hybidi- 
sierung oder Sequenzierung. Bevorzugt wird die umgewan- 

20 delte DNA zunachst mit einer Polymerasekettenreaktion 
amplifiziert (s.u.). Besonders bevorzugt verlaufen Ein- 
satz des Reparaturenzyms und Amplif ikation parallel. Dies 
ist etwa bei Verwendung thermostabiler Enzyme moglich 
(s.u) . 

25 

Im funften Schritt des erf indungsgemafien Verfahrens wird 
aus dem Signal auf den Methyl ierungsst a tus der untersuch- 
ten DNA geschlossen. Dies geschieht je nach vorherigem 
experimentellen Vorgehen nach dem Stand der Technik. 

30 

Im folgenden sind besondere Ausf uhrungsf ormen des erf in- 
dungsgemaSen Verfahrens beschrieben. 
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In einer ersten besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm er- 
folgt das erf indungsgemafie Verfahren ahnlich zu dem be- 
reits in der Mutations analyse eingesetzten Midas- 
Verfahren (Bazar et a., a.a.o. 1999; US 5,656,430). Diese 
Ausfuhrungsf orm ist dadurch gekennzeichnet , dass folgende 
Schritte ausgefuhrt werden: 

a) die zu untersuchende DNA wird chemisch oder enzyma- 
tisch so umgesetzt, dass 5 -Methyl cytosin unverandert 
bleibt, wahrend unmethyliertes Cytosin in Uracil o- 
der in eine andere Base umgewandelt wird, die sich 
im Basenpaarungsverhalten von Cytosin unterscheidet , 

b) die umgewandelte DNA wird mit Oligonukleotiden 
hybridisiert , wobei die nachzuweisende DNA Hybride 
mit Basenf ehlpaarungen bildet, 

c) der Oligonukleotid-Strang der f ehlgepaarten Hybride 
wird enzymatisch geschnitten, 

d) die geschnittenen 01 igonukleot id- Fragment e werden 
nachgew i e s en , 

e) aus dem Signal wird auf den Methyl ie rungs status der 
untersuchten DNA geschlossen. 

In dieser Ausfuhrungsf orm des erf indungsgemafien Verfah- 
rens wird die zu untersuchende DNA zunachst wie oben be- 
schrieben chemisch oder enzymatisch vorbehandelt . Bevor- 
zugt erfolgt eine Bisulf itbehandlung . Durchf uhrungsweise 
und Reaktionsbedingungen sind dem Fachmann bekannt (vgl . : 
Frommer et al . , a.a.o. 1992; Olek et al . , a.a.o. 1996; DE 
10029915; DE 10029915) . Danach kann eine Amplif ikation 
der DNA erfolgen. Die umgewandelte DNA wird anschlieSend 
an Ol igonukleot ide hybridisiert, wobei die nachzuweisende 
(methylierte bzw. unmet hylierte) DNA fehlgepaarte Hybride 
bildet. In den folgenden Schritten wird die Oligonukleo- 
tidkomponente dieser Hybride enzymatisch geschnitten. An- 
schlieSend werden die 01 igonukleot id- Fragment e von der 
DNA getrennt und detektiert. Aus dem Signal lasst sich 
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dann auf den Me thylierungs status der DNA schliefcen. Durch 
einen Uberschuss an Oligonukleotiden lasst sich der Pro- 
zeS wiederholen. Das Signal kann so amplif iziert werden. 

5 Die Reaktionskomponenten und Reaktionsbedingungen ent- 
sprechen denen fur die Mutationsanalyse beschriebenen 
(Bazar et al . , a. a. o. 1999; US 5,656,430). So sind die O 
ligonukleotidsonden bevorzugt zwischen 20 und 50 Nukleo- 
tide lang. Die Oligonukleotidsonden tragen bevorzugt 
10 Farbstoffe oder andere nachweisbare Markierungen, die ei- 
ne spatere Detektion erleichtern. Die Fehlpaarungen und 

• die Enzyme rmissen so ausgewahlt sein, dass nur die Oligo- 
nukleotidkomponenten der Hybride geschnitten werden. Da- 
bei ist zu beachten, dass bei der Bisulf iturnwandlung un- 
15 methyliertes Cytosin in Uracil umgewandelt wird, wahrend 
Methylcytosin unverandert bleibt . Als mogliche Fehlpaa- 
rungen stehen daher fur den Nachweis eines unmethylierten 
Strangs U<->G und fur den Nachweis eines methyl ierten 
Strangs C<->A zur Verfugung. Dement sprechend mussen die 
20 eingesetzen Oligonukleotide entweder ein G oder ein A 
tragen. Die verwendeten Enzyme schneiden entweder ein G 
an einer U<- >G-Fehlpaarung oder ein A an einer C<->A- 
Fehlpaarung. Wird die zu untersuchende DNA nach der Bi- 
sulf itbehandlung zunachst amplif iziert , so konnen auch 
_ 25 T<->G, A<->C oder G<->T Fehlpaarungen ausgenutzt werden 
(s.o.). Dabei tragen die Oligonukloetide ein G, C oder T. 
^^P^ Ein Schnitt einer G<- >T-Fehlpaarung am T ist etwa durch 

den Einsatz des kommerziell erhaltlichen TDG-Enzyms mog- 
lich (s.o.) . 

30 

Die Hybridisierung der Oligonukleotidsonden an die DNA 
erfolgt bevorzugt unter stringenten Bedingungen. Die Re- 
aktionsparameter sind vorzugsweise so gewahlt, dass die 
Bindung der Sonde an die DNA nach dem enzymatischen 
35 Schnitt thermodynamisch instabil wird, so dass die ge- 
schnittenen Fragmente von der DNA abf alien. Diese 
Bindungsstellen konnen dann von noch unverbrauchte Sonden 
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dungsstellen konnen dann von noch unverbrauchte Sonden 
beset zt werden. Gleichwohl sind auch Ausfuhrungsf or men 
moglich, in dehen ein Fragment der Sonde an der DNA ge- 
bunden bleibt und etwa mit markierten Oligonukleotiden 
verlangert wird (vgl . : US 5,656,430). Es gehort zudem zum 
Stand der Technik, helixdestabilisierender Molekule ein- 
zusetzen. Auch ist bekannt, dass der Einsatz hitzestabi- 
ler Reparaturenzyme die Sensitivitat des Verfahrens er- 
hoht (Bazar et al . , a. a. o. 1999; US 5,656,430). 

Im letzten Schritt dieser Ausfuhrungsf orm erfolgt ein 
Nachweis der geschnittenen Oligonukleotidf ragmente . Dem 
Fachmann sind hier eine Vielzahl von technischen Detekti- 
onsmoglichkeiten gelaufig, etwa iiber Gel- oder Kapillare- 
lektrophore oder uber Fluoroszenz-Resonanz-Energie- 
Transfer (FRET, vgl.:US 5,656,430). 

In US 5,656,430 sind weitere Verf ahrenvariationen des Mi- 
das -Verfahrens zur Mutationsanalyse beschrieben. Diese 
Ausfuhrungsf ormen sind entsprechend zur Methyl ierungsana- 
lyse anwendbar sind und sind daher auch Teil dieser Er- 
f indung . 

Eine andere besonders bevorzugte Ausfuhrungsf orm des er- 
f indung sgemaSen Verfahrens nutzt die Bildung von fehlge- 
paarten Hybride vor allem aus, um die Hint ergrund- DNA zu 
entfernen. Diese Ausfuhrungsf orm ist dadurch gekennzeich- 
net, dass 

a) die zu untersuchende DNA chemisch oder enzymatisch 
so umgesetzt wird, dass 5-Methylcytosin unverandert 
bleibt, wahrend unmethyliertes Cytosin in Uracil o- 
der in eine andere Base umgewandelt wird, die sich 
im Basenpaarungsverhalten von Cytosin unterscheidet , 

b) die umgewandelte DNA mit Oligonukleotiden hybridi- 
siert wird, wobei die Hint ergrund -DNA Hybride mit 
Basenfehlpaarungen bildet, 
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c) der DNA- Strang der f ehlgepaarten Hybride enzymatisch 
geschnitten wird, 

d) die unge sennit tene DNA nachgewiesen wird, 

e) aus dem Signal auf den Methylierungsstatus der un- 
5 tersuchten DNA geschlossen wird. 

Auch in dieser Aus fuhrungs form wird die nachzuweisende 
DNA zunachst enzymatisch oder chemisch vorbehandelt . Be- 
vorzugt wird eine Bisulf it-Umwandlung durchgefuhrt 

10 (s.o.). Die Oligonukleotide binden anschlieSend an die 
nachzuweisende DNA ohne Fehlpaarung. Die Hint ergrund- DNA 
bildet dagegen fehlgepaarte Hybride, die anschlieSend mit 

i Hilfe eines Enzyms spezifisch geschnitten werden. Die un- 

geschnittene DNA wird anschliefiend bevorzugt amplifi- 

15 ziert. Die Amplifikate werden nachgewiesen, und aus dem 
Signal wird auf den Methylierungsstatus der DNA geschlos- 
sen. 



Die Oligonukleotide tragen bevorzugt zwischen 10 und 100, 
2 0 besonders bevorzugt zwischen 20 und 50 Nukleotide. In be- 
sonderen Ausf uhrungsf ormen der Erfindung dienen die Oli- 
gonukleotide gleichzeitig als Primer oder Sonden in einer 
anschlieSenden Amplif ikation (s.u.). Werden die Oligo- 
nukleotide nicht als Primer eingesetzt, so sind sie be- 
25 vorzugt so aufgebaut, dass sie nicht von einer in der 
| Amplif ikation eingesetzten Polymerase verlangert werden 

konnen. Dies geschieht etwa durch den Einsatz von 3 1 - 
Desoxyoligonukleotiden oder von an der 3' -Position ander- 
weitig f unktionalisierten Oligonukleotiden, beispielswei- 
30 se 3 1 -O-Acetyloligonukleotiden. Zudem sind die 
Oligonukleotide bevorzugt so aufgebaut, dass sie im Zuge 
der Amplif ikation nicht von der Polymerase degradiert 
werden. Dies kann etwa durch Thioatbrucken am 5 ! -Ende 
erfolgen. Eine andere Moglichkeit ist es, Polymerasen zu 
35 verwenden, die uber keine Nukleaseaktivitat verfugen. In 
einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung dient das 
Oligonukleotid allerdings als sog. Taqman-Sonde . Ein Ab- 
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nukleotid allerdings als sog. Taqman- Sonde . Ein Abbau der 
Sonde durch die Polymerase muss hier gerade gewahrleistet 
sein (s .u. ) . 

5 Die Oligonucleotide werden bevorzugt in Konzentrationen 
von 0,1 umol/1 bis 10 umol/1 eingesetzt. Die Konzentrati- 
onen der ubrigen Komponenten sind bevorzugt so gewahlt, 
dass sie denen der nachf olgenden Amplif ikation entspre- 
chen (etwa: 50-100 mmol/1 KC1, 10 mmol/1 Tris; 1,5-5 

10 mmol/1 Mg 2+ , pH 8,5-9,0). Die Hybridisierungsbedingungen 
sind im ubrigen so gewahlt, dass eine spezifische Hybri- 
disierung unter Bildung der gewunschten Fehlpaarungen er- 

\ folgt. Einzelheiten zur Bestimmung von Hybridisierungsbe- 

dingungen sind dem Fachmann bekannt . Zum Stand der Tech- 

15 nik gehort etwa auch die Verwendung von Oligonukleotiden, 
die einen sog. „Minor Groove "-Binder tragen (ABI) . Eine 
spezifische Bindung auch kurzer Oligonukleotide ist damit 
moglich. 

2 0 In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm umfassen die Oligo- 
nukleotide mehrere methyl ierungsspez if ische Positionen, 
so dass es bei der Hybridbildung mit der Hintergrund-DNA 



